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FLOW CYTOMETRIC BROMODEOXYURIDINE (BrdU)/ 
             DNA ANALYSIS
—STUDY WITH UROGENITAL  TUMORS—
Tomoyuki SHIMABUKURO, Satoru YOSHIHIRO, Hideyasu MATSUYAMA, 
           Norio YAMAMOTO and Jisaburo SAKATOKU 
   From the Department of Urology, Yamaguchi University School f Medicinc
   We performed the simultaneous flow cytometric bromodeoxyuridine (BrdU)/DNA analysis in 
combination with in vitro BrdU labeling method using seven human urogenital tumors. 
   The DNA content and incorporated BrdU content of each tumor cell was analyzed quanti-
tatively using this flow cytometric method. The cell kinetics of each cell line of heterogeneous 
tumor could be analyzed by this combined method. 
   In the near future, by establishing a procedure decreasing non-specific staining of cells, the 
development of this flow cytometric two-color analysis in clinical fields is expected. 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 35: 1653-1657,1989)





















対 象 は 手 術 的 に 摘 出 さ れ た 尿 路 性 器 腫 瘍7例 で あ
る.そ の 内 訳 は,膀 胱 腫 瘍3例,尿 管 腫 瘍3例,悪 性
リ ンパ腫1例 で あ り,年 齢 分 布 は11～72歳,男 性6
例,女 性1例 で あ った.膀 胱 腫 瘍 は3例 と も移 行 上 皮
癌 であ り,い ず れ も組 織 学 的 分 化 度 はgrade2で あ
った,尿 管 腫瘍 は移 行上 皮 癌2例,扁 平 上皮 癌1例 で
あ り,移 行 上 皮癌 の分 化 度 はgrade1と3が1例 ず
つ,扁 平 上 皮癌 はgrade2で あ った.悪 性 リ ンパ 腫
はdiffuselargecelltypeであ った.
方 法 の 概 略 をFig.1に 示 した.す な わ ち,摘 出 さ
れ た 腫 瘍 組 織 を冷 却PBS中 に い れ,速 やか に研 究 室
に 運 搬 した,PBSに て軽 く洗 浄後 間 質 組 織 や 壊 死 組
織 を除 去 し,メ スの 刃 を 用 い てlmm3角 に細 切 した
あ と,す でに 報 告 したinvitroBrdU標識 法1)を行
った.こ の 一 部 を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 的 方 法(ABC
法)1)を行 ない,2000個の 腫瘍 細 胞 を観 察 し標 識 細 胞
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の割 合(標 識 率)を 算 出 した.一 方 残 りの 組 織 は0・05
%collagenase液を 用 い て細 胞分 散 を 行 な い,冷70%
ethanol液に て 固 定 し,す でに 報 告3)した ご と く免疫
蛍 光二 重 染色 した あ と,FCMを 用 い て測 定 した.
フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー はEPICS753(Coulter
ElectronicsInc.USA)を用 いて 行 い,デ ー タ解 析
はFCMに 内蔵 す る プ ログ ラ ム に した が って 二 次 元
座 標 上 で 行 った.
結 果


























ま って お り,光 学 顕 微 鏡 下 に 容 易 に 同定 で きた(Fig.
2b,3b).FCM像で はGo/1期の細 胞 とG2M期 の 細
胞 が よ く区別 され て お り,そ の間 にY軸 方 向 に延 び る
S期 の細 胞 を認 め え る(Fig.2a,3a).Fig.4には膀
胱 移 行 上 皮 癌,G2症 例 のFCM三 次 元 像 とDNA
ヒス トグラ ムを示 した.Fig.2,a3aで示 した 症 例 の
FCM豫 とは 異 な り,こ の 症 例 は 図 上に 示 した2Cと
3C部 に それ ぞ れ のG・/1期 を有 す る,2つ の細 胞 集
団か ら成 り立 ったheterogeneoustumorであ る こ と
が 分 か る,す な わ ち,ふ た つ の細 胞 集 団が 組 み 合 わ さ
った 形 を と って い るた め,S期 細 胞 の分 布 は 不 明瞭 に
な り,細 胞 周 期 各期 の解 析 に は 困 難 さが 伴 った.Ta-
ble1は,免 疫 組 織 化学 的 方法(ABC法)とFCM
法 に て 求 め た標 識 率 を 示 した もの で あ る.ABC法 で
求 め たLIは8.98±3.75%(mean±S.D.)であ るの
に 対 し,FCM法 では6.70±2.61%と低 い値 と な っ
た.各 測 定値 と もFCM法 に 比 べABC法 に よる 肉
眼 的 計 測 値 が 高 くな る傾 向 が あ り,平 均 で2.28±1.57
%高 くな って い た(Tablel).
考 察
以 前 よ り癌 細 胞 のDNA量 を 測 定 し,そ の正 常細
胞DNA量 との 比 較 か らDNAindexを も とめ,
悪性 度 の指 標 とす る試 み が な され て きた4・5).とくに
ホル マ リン固 定 検 体 か らのDNA量 測 定 方 法 が 報
告6・7)され て か らは,retrospectiveな評 価 が 可 能 と
な った せ い もあ り,盛 ん に 研 究 され る よ うに な っ て き
た.そ の結 果,DNAindexは 個 々の癌 の悪 性 度 を





















































































































































uridine(BrdU)/DNA同時 解 析 法 を 尿 路 性 器 腫 瘍
7例 に応 用 し,免 疫 組 織 化 学 的方 法 に て得 られ た 解析
結果 と比 較 検 討 した.BrdU標 識 法 は,invitro法
を用 いた.
1)FCM法 に て 個 々の腫 瘍 のDNA量 と 取 り込
まれ たBrdU量 を迅 速 に 同時 測定 で きた 。
2)Heterogeneityを有 す る腫 瘍 組 織 の細 胞 動 態
を 各 細 胞 集 団毎 に解 析 可能 な こ とが 示 唆 され た.
今 後 非 特異 的 染色 を 減 らす 方 法 を 確 立 す る こ とに よ
り,こ のFCM法 の 臨 床 分 野 で の発 展 が 期 待 で きる .
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